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3 
要約 
 
多細胞生物が組織や器官を形成し，個体を維持するためには個々の細胞がお互いに認識
し，規則正しく集合することが重要である．そのため，細胞同士を接着させる細胞間接着
構造は多細胞生物において必要不可欠の要素と考えられる．細胞間接着構造の 1 つである
デスモソームは主に上皮細胞や心筋細胞など物理的な強い力にさらされる細胞において発
達している斑点状の構造体であり，細胞同士の強固な接着に寄与していると考えられてい
る．デスモソームの構造及び形成機構に関してはこれまでにも様々な研究が行われてきた
が，相反する結果も多く，未だ十分な解明には至っていない．そこで本研究ではデスモソ
ーム構成タンパク質の中でも中心的な働きをになっているデスモソームカドヘリンのデス
モコリンに着目し，デスモコリンの細胞内領域変異体の性質を検討することによりデスモ
ソームの形成機構の解明を試みた．今回の研究ではデスモコリンの中でもデスモソームが
形成されるすべての組織に発現することが知られているデスモコリン-2 を研究対象とした． 
表皮角化細胞の HaCaT 細胞における各デスモコリン-2 変異体の性質を検討したところ，
膜近傍領域欠損体及び C 末端領域欠損体はデスモコリン-2 が示す班点状の局在を示さなく
なった．膜近傍欠損体は裏打ちタンパク質であるプラコグロビンとの結合は維持していた
が，デスモプラーキンとの相互作用が見られなくなっていた．さらに界面活性剤に対する
可溶性が増加していたことから，デスモコリン-2 の膜近傍欠損体はデスモソームに取り込
まれていないことが示唆された．次に，デスモソームを形成していない細胞を用いてより
詳細にデスモコリン-2 膜近傍領域の役割を検討するため，CRISPR/Cas9 システムを用い
て上皮性細胞のDLD-1細胞においてデスモコリン-2及びデスモグレイン-2をノックアウト
し，すべてのデスモソームカドヘリンが発現しない細胞を取得した．この細胞にデスモコ
リン-2 全長を再発現させたところ，内在性のデスモコリン-2 と同様に班点状の局在を示し，
DLD-1 WT と同等の接着活性を示した．また電子顕微鏡を用いた観察により，デスモソー
ム様の構造が確認されたことから，デスモコリン-2 のみでデスモソームを形成できること
が示唆された．一方，デスモコリン-2 膜近傍領域欠損体は班点状の局在を示さず，デスモ
コリン-2 全長と比べて接着活性の減尐がみられた．また，デスモソーム様の構造も観察さ
れなかったことから，膜近傍領域欠損体はデスモソームを形成できないことが示唆された．
さらに，免疫沈降法及び GST-プルダウンアッセイの結果から，この領域にプラコフィリン
-2 及びプラコフィリン-3 が相互作用することが示唆された．そこで，プラコフィリン-2 及
び 3 のノックアウトを行ったところ，デスモコリン-2 全長は膜近傍領域欠損体と同様に班
点状の局在を示さなくなった．これらのことから，デスモコリン-2 の膜近傍領域はプラコ
フィリンと相互作用することによりデスモソームの形成に関与していることが示唆された． 
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略語表 
 
 
DSC : デスモコリン 
DSC2 : デスモコリン-2 
DSG : デスモグレイン 
DSG2 : デスモグレイン-2 
PG : プラコグロビン 
DSP : デスモプラーキン 
PKP : プラコフィリン 
PKP2 : プラコフィリン 2 
PKP3 : プラコフィリン 3 
IF : 中間径フィラメント 
E-cad : E-カドヘリン 
VE-cad : VE-カドヘリン 
β-cat : β-カテニン 
EC : extracellular cadherin repeat 
EA : extracellular anchor 
TM : membrane-spanning domain 
IA : intracellular anchor 
ICS : intracellular cadherin-like sequence 
IPL : intracellular proline-rich linker 
RUD : repeat unit domain 
DTD : desmoglein terminal domain  
TBS : トリス緩衝生理食塩水 
PBS : リン酸緩衝生理食塩水 
HBS : HEPES 緩衝生理食塩水 
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序論 
 
多細胞生物が組織や器官を形成し，個体を維持するためには個々の細胞同士がお互いを
認識し，規則正しく集合することが必要である．そのため，細胞を接着させる細胞間接着
構造は多細胞生物にとって必要不可欠な要素であると考えられている．上皮組織は境界膜
として機能することから，細胞間接着構造が非常によく発達しており，密着結合，接着結
合，デスモソームという 3 種類の細胞間接着構造が形成されている（図 1）．上皮細胞は細
胞外基質と接する面を基底面，その反対側を頂端面とする極性を有している．密着結合は
最も頂端側に形成し，細胞同士を繋ぎ止め，細胞の間を物質が漏れるのを防ぐバリアー機
能として働いている．また密着結合は脂質中のタンパク質の自由な移動を防ぎ，細胞に極
性を与えるためのフェンス機能としての役割もあると考えられている（1）．接着結合は密
着結合の直下に形成される帯状の接着装置であり，細胞同士を強固に接着連結させるのに
働いている．このため接着結合は組織の構築や維持において重要な働きを担っている（2, 3）．
もう 1 つの細胞間接着構造であるデスモソームは接着結合に加えて細胞間接着をより強固
にし，組織に引っ張りや圧力などの力学的な力に対する抵抗力を与えるのに働いている(4, 
5)．デスモソームは電子密度の高い円盤状の接着構造体であるため，デスモソーム構成タン
パク質は密着結合や接着結合の構成タンパク質とは異なり，班点状の局在パターンを示す
（図 2）．このような 3 種類の接着構造体が正しく形成されることは上皮組織の形成や維持
において非常に重要である． 
 
 
    
図 1. 細胞間接着構造のモデル 
上皮細胞は極性を有しており，最も頂端側に密着結合が形成され，それよりも基底側に接着結合とデス
モソームが形成される． 
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図 2. デスモソームの構造及びデスモソーム構成タンパク質の局在図 
デスモソーム構成タンパク質のデスモコリン（DSC）は接着結合構成タンパク質の E-カドヘリン（E-cad）
と異なり細胞間において班点状の局在を示す．また，電子顕微鏡を用いて観察すると，デスモソームは電
子密度の高い円盤状の構造として観察される． 
 
 
デスモソーム構成タンパク質は天疱瘡という自己免疫性皮膚疾患や黄色ブドウ球菌によ
る熱傷様皮膚症候群の標的分子であることが知られており，デスモソームによる強い接着
の形成は上皮組織の形成や維持において非常に重要であると考えられる (6, 7）．このよう
なデスモソームの接着において中心的な役割を担っているのはカドヘリンスーパーファミ
リーに属するカルシウム依存性の接着タンパク質であるデスモソームカドヘリンである．
デスモソームカドヘリンはデスモコリン (DSC)とデスモグレイン (DSG）の 2 つのサブフ
ァミリーから構成されている．ヒトでは DSC は 3 種類，DSG は 4 種類のアイソフォーム
が存在し，組織や分化によって様々なアイソフォームが特異的に発現している（8, 9）．DSC2
及び DSG2 は心臓や単層上皮などデスモソームが形成される全ての器官において広く発現
することが知られている．一方，他のデスモソームカドヘリンは主に重層化した上皮にお
いて層特異的に発現している．デスモソームカドヘリンはアミノ末端が細胞外，カルボキ
シ末端が細胞質に存在する 1 回膜貫通型タンパク質である (10)．細胞外領域は 4 つのカド
ヘリンリピート(EC1-4) と膜近傍の細胞外領域 (EA) から構成されている．また，細胞内
領域は膜近傍の細胞内領域 (IA)及びそれに続くプラコグロビン (PG)結合領域を含む領域 
(ICS) は DSC と DSG に共通して存在するが，DSG ではそのあとにさらに DSG 特有の配
列 (DUR)が存在する（図 3）． 
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図 3. デスモソームカドヘリン模式図 
デスモソームカドヘリンはヒトでは 3 種類の DSC（DSC1-3）と 4 種類のデスモグレイン(DSG1-4)が発現
している．本研究ではデスモソーム研究で広く使われている以下のような用語を用いる．EC : extacellular 
cadherin repeats, EA : extracellular anchor, TM : transmembrane, IA : intracellular anchor, ICS : 
intracellular cadherin-like sequence, DUR : desmoglein unique region, IPL : intracellular proline-rich 
linker, RUD : repeating unit domains, DTD : dlycine-rich DSG-specific terminal domain. 
 
 
デスモソームにおける細胞間接着は隣り合う細胞のデスモソームカドヘリンの細胞外領域
が結合することにより形成される．また，デスモソームカドヘリンの細胞内領域は PG，プ
ラコフィリン (PKP) 及びデスモプラーキン (DSP) などの裏打ちタンパク質を介して中
間径フィラメントに結合し，接着の強度を担っている（図 4）(4, 5)． 
 
 
 
図 4. デスモソームの構造の模式図 
DSC または DSG は細胞外領域にて隣り合う細胞の DSC、DSG の細胞外領域と結合を形成する。また、
細胞内領域はプラコグロビン（PG）、プラコフィリン（PKP）及びデスモプラーキン（DSP）を介して中
間径フィラメント（IF）と結合する． 
過去の DSG1 の細胞外領域または細胞内領域を接着結合を構成する E-カドヘリン（E-cad)
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の対応する領域と置換した変異体を用いた研究において，デスモソームの形成にはデスモ
ソームカドヘリンの細胞内領域が重要な働きを担っていることが示された（11）．そのため，
デスモソームカドヘリンの細胞内領域と裏打ちタンパク質との相互作用はデスモソームの
形成や維持において非常に重要であると考えられる．裏打ちタンパク質の中でも PG はデス
モソームカドヘリンの ICS 領域に直接結合し，さらに DSP を介して中間径フィラメントに
結合するのに働いている (12)．PG はカテニンの一種であり，γ-カテニンとも呼ばれ，β-
カテニン（β-cat）のホモログである．また，PG はデスモソームカドヘリンだけでなく，
クラシックカドヘリンの細胞内領域の C 末端領域に結合して機能することが知られている
（13）．デスモソームで働くもう一つのカテニン類として PKP が知られている．PKP はア
ルマジロタンパク質の中での p120-カテニンサブファミリーに分類されるタンパク質であ
り，ヒトでは3種類のPKPが組織特異的に発現している (14-19）．これまでの研究よりPKP
は DSP と相互作用し，DSP を細胞間にリクルートするのに働いていることが知られている．
また，PKP はデスモソーム構成タンパク質の側方向における相互作用を促進することによ
り，デスモソームのプラーク形成に関与することが示唆されている（14-19）．しかし，PKP
は DSP だけではなく，デスモソームカドヘリンや PG や中間径フィラメントとも結合する
ことが示唆されており（20），その働きは非常に複雑であると考えられ，未だその機能は未
解明な部分が多く残されている．一方，DSP はプラーキンファミリーに属するタンパク質
であり (4），DSPⅠと DSPⅡの 2 つのスプライシングバリアントを持つ．DSP は N 末端領
域においてカテニン類，Ｃ末端領域において中間径フィラメントと結合し，両者をつなぐ
働きをしていると考えられている (21-24)．しかしながら，DSP はデスモソームカドヘリ
ンと直接相互作用するという報告もあり，その働きはより複雑である可能性がある (25）． 
このようにデスモソームの基本的な構造や機能は徐々に明らかになりつつある．しかし
ながら，デスモソームはその複雑な構造ゆえに相反する実験結果も多く，その形成機構や
性質は未だ十分には解明されていないと言える．例えば，デスモソームはノックアウトマ
ウスを用いた in vivo の研究等から，細胞間の強い接着に必要であると考えられている (26 , 
27)．しかしながら，L 細胞を用いた in vitro の研究ではデスモソームカドヘリンはクラシ
ックカドヘリンのような強い接着活性を示すことができないなどの矛盾した報告がある
(28)．また，デスモソームカドヘリンは DSC と DSG の 2 つのサブファミリーを持つが，
それぞれがホモ結合で別々に働くのか，またヘテロの結合を形成するのかも，意見が分か
れるところである (29-32）．さらに，デスモソームカドヘリンが裏打ちタンパク質とどのよ
うに相互作用し，接着結合や密着結合とは異なる円盤状の構造を形成するのかその分子メ
カニズムに関してもあいまいな点が多い． 
 このようにデスモソームの研究において未だ多くの謎が残されている原因として，デス
モソームの持ついくつかの性質によるところが大きいと考えられる．デスモソームは形成
される細胞により，構成タンパク質が変わる可変的で複雑な構造体であることがその 1 つ
の原因であると思われる (5, 33）．大抵の培養細胞では複数のデスモソームカドヘリンが発
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現しているため，1 種類のデスモソームカドヘリンのノックアウトやノックダウンを行って
も，他のデスモソームカドヘリンによる影響を受けてしまい，目的のデスモソームカドヘ
リンの性質を正確に検討するこが困難である．また，デスモソーム構成タンパク質はデス
モソームに取り込まれると不溶性の性質を示すため，生化学的な実験を行いにくい（34）．
さらに，培養細胞を用いた実験では内在性のクラシックカドヘリンの影響から，異所的に
発現させたデスモソームカドヘリンの接着活性やデスモソーム形成の有無などの検討も困
難である．    
このようにデスモソームの形成機構に関してはデスモソームの複雑な構造ゆえに未だ未
解明な部分が多く残されている．そこで本研究ではデスモソームカドヘリンの中で比較的
単純な DSC に着目し，DSC がどのような機構により裏打ちタンパク質と相互作用し，デ
スモソームを形成するのかを明らかにすることを試みた．この研究では DSC の中でも
DSC2 を研究対象として実験を行った．DSC2 はデスモソームが形成される全ての組織にお
いて発現することが知られており (35），また発生段階において他の DSC と比べて早い段
階から発現することが知られている（36）．そのため，DSC2 はデスモソームカドヘリンの
中でもっとも基礎的で中心的な働きを担っている重要な分子であると考えられる． 
デスモソームカドヘリンの細胞内領域欠損体や E-cad とのキメラ体を用いた過去の研究
より，デスモソームの形成にはデスモソームカドヘリンの細胞内領域が重要であることが
示唆されている（11）．DSC2 の細胞内領域には生物種間での保存性が高い複数の領域が存
在している．このうち最も C 末端側の領域は PG と結合することが知られている(12)．この
C 末端領域はクラシックカドヘリンにおいても PG 及び β-cat と結合することが報告されて
おり(13)，カドヘリンが裏打ちタンパク質と相互作用して機能するために重要な領域である
と考えられる．また，DSC2 の細胞内領域の膜近傍領域も生物種間での高い保存性を示す．
過去のコネキシン 32 と DSC1 の細胞内領域を結合させたキメラ体の研究より，この膜近傍
領域に対応する領域がデスモソームの形成に関与していることが示唆されている（37）．ま
た，クラシックカドヘリンの膜近傍領域は一般的に p120-カテニンと結合し，カドヘリンの
機能を制御していることが知られている（38, 39）．これらのことから，DSC2 の細胞内領
域の膜近傍領域もデスモソームの形成機構に関与している可能性が考えられる．この研究
ではこれらの領域を含む保存領域の変異体の性質を検討することによって，デスモソーム
形成機構の解明の一助とすることにした． 
この研究では HaCaT 細胞と DLD-1 細胞の 2 種類の細胞を用いた．HaCaT 細胞はヒト
表皮角化細胞であり，デスモソームが形成されているがん化されていない細胞である．こ
のため，より正常に近い状態における各 DSC2 変異体の性質を検討するために用いた．一
方，DLD-1細胞はヒト大腸がん由来の上皮性細胞である．DLD-1細胞は複数の DSCやDSG
が発現している HaCaT 細胞とは異なり，DSC2 及び DSG2 の 2 種類のデスモソームカド
ヘリンのみが発現している．このため，他の DSC アイソフォームの影響を受けず，より単
純な系において各 DSC2 変異体の性質が検討できると考えられる．しかし，これら 2 種類
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の細胞はいずれもデスモソームが形成している細胞のため，新しく発現させた DSC2 変異
体がデスモソームを形成できるのか，またその接着活性の検討を行うことが出来ない．そ
こでこの問題を解決するため，Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeat (CRISPR)/Cas9 システムを用いて全てのデスモソームカドヘリンが発現しない細
胞の取得を試みた．CRISPR/Cas9 システムは細菌や古細菌の防衛システムを利用した新し
いゲノム編集ツールである．CRISPR/Cas9 システムは切断したい標的配列を含む guide 
RNA（gRNA）と Cas9 エンドヌクレアーゼによりゲノム上の特定の配列を切断することが
できる（40, 41）．CRISPR/Cas9 システムの利点として標的配列の設計や実験手法が比較的
容易であること，また複数の遺伝子を同時にノックアウトできることがあげられる．本研
究においては，このシステムを用いて DLD-1 細胞における DSC2 及び DSG2 のノックア
ウトを行い，すべてのデスモソームカドヘリンが発現しない細胞を作製した．そしてこの
細胞を用いてデスモソームが形成されてない条件下での各 DSC2 変異体の性質の検討を行
った． 
本研究より，DSC2 は DSG が存在しない条件下でも単独でデスモソームを形成出来るこ
とが示唆された．また，DSC2 の細胞内領域の膜近傍領域がデスモソームの形成や接着に重
要な役割を果たしており，その機構に裏打ちタンパク質の PKP が関与している可能性が示
唆された．本論文ではこれらの結果を示し，その分子メカニズムについて考察する． 
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材料と方法 
 
＜材料＞ 
 DLD-1 細胞は ATCC から入手した．HaCaT 細胞は秋田大学医学部皮膚科学講座より提
供していただいた．HEK 293T 細胞は京都工芸繊維大学の竹谷研究室から入手した． 
 抗 desmoglein 1, 2 マウス抗体，抗 desmoplakin 1, 2 マウス抗体，抗 plakophilin 2 マウ
ス抗体は PROGEN の製品を使用した．抗 desmoplakin 1, 2 ラビット抗体は Santa cruz の
製品を使用した．抗 desmocollin -2/3 マウス抗体，抗 plakophilin 3 マウス抗体，抗 FLAG
マウス抗体は Invitrogen の製品を使用した．抗 plakoglobin マウス抗体，抗 E-cadherin マ
ウス抗体は BD Transduction Labotatories の製品を使用した．抗 HA マウス抗体は MBL，
抗 HA ラビット抗体は Nacalai tesque の製品を使用した．抗β-actin ラビット抗体は関西
学院大学今岡研究室よりご提供いただいた．Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体，Alexa 
Fluor 488 標識抗ラビット IgG 抗体，Alexa Fluor 568 標識抗マウス IgG 抗体は Molecular 
Probes の製品を用いた．アルカリフォスファターゼ標識抗マウス IgG 抗体，アルカリフォ
スファターゼ標識抗ラビット IgG 抗体は Promega Corporation の製品を使用した． 
 
＜方法＞ 
細胞培養 
 ヒト大腸癌由来上皮性細胞の DLD-1 細胞，SV40 large T antigen を発現しているヒト胎
児腎細胞由来細胞である HEK 293T 細胞及びヒト表皮角化細胞である HaCaT 細胞を用い
た．培養条件は 10％ fetal bovine serum (CORNING) 及び１％ペニシリン－ストレプトマ
イシン(GIBCO）を添加した DMEM/Ham’s F-12 培地 (WAKO）を用いて，5％ CO₂，37℃
で行った． 
 
cDNA 発現コンストラクト 
各 DSC2 細胞内領域変異体発現コンストラクトは先行研究において DSC2 を鋳型とし，
特異的なプライマー(北海道バイオサイエンス（表 1）)を用いて PCR を行うことにより作
製されたものを用いた．DSC2(ΔCS1)，DSC2(ΔCS2)及び DSC2(ΔCS3)は DSC2 の細胞
内 領 域 の 中 で 生 物 種 間 に お け る 保 存 性 の 高 い 領 域 を 膜 近 傍 か ら
CS1(KVIPDDLAQQNLIVSNTEAPGDD)，CS2(DNCRYTYSEWHSFTQPRLGEK)，CS3
（SVAGSVGCCSERQEEDGLEFLDNLEPKFRTLAEACMKR）と名付け，それぞれを欠
損させた変異体である．各変異体は培養細胞発現用ベクターである pEF1/myc-His A 
(Invitrogen）に組み込み，C 末端側に HA タグを付加した．DSC2 の CS1 領域を E-cad の
対応する領域に置換した変異体である DSC2（ΔCS1-eCS1）は DSC2 と E-cad の cDNA
断片を PCR によって繋ぎ合わせ，pEF1/myc-His A (Invitrogen）に組み込まれている DSC2
の対応する領域と組み換えることにより作製した．また，CS1 領域の 1 アミノ酸置換体は
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DSC2 を鋳型とし，各特異的なプライマー（表 1）を用いて PCR を行うことにより得られ
た cDNA 断片を pEF1/myc-His A (Invitrogen）に組み込まれている DSC2 の対応する領域
と組み換えることにより作製した．PKP2 及び PKP3 発現コンストラクトの作製はまず
DLD-1細胞またはHaCaT細胞から抽出したmRNAを鋳型としてランダムプライマーを用
いて First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (Roche)により cDNA を合成した．得
られた cDNA を鋳型とし，PKP2 及び 3 特異的なプライマ （ー表 1）を用いて PCR を行い，
得られた cDNA断片を pCAG-Flag-IRESpuroベクターに組み込むことで作製した．各PKP
の N 末端側に FLAG タグを付加させた．GST 融合 DSC2 細胞内領域発現コンストラクト
である GST-DSC2CP 及び GST-DSC2CP（ΔCS1）は DSC2 または DSC2(ΔCS1)を鋳型
とし，特異的なプライマ （ー表１）を用いたPCRによって得られた cDNA断片を pGEX-5X-1
（Amersham Pharmacia Biotech Inc）に組み込むことにより作製した． 
 
DNA シーケンス 
100～500 ng のプラスミド DNA を用いて，DigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Applied Biosystems)により以下の条件で標識化 PCR を行った．変性 96℃で 10 秒，
アニーリング 50℃で 5 秒，伸長 60℃で 4 分を 25 サイクル行った．標識化 PCR 後，エタ
ノール沈殿法により精製を行い，Hi-Di ホルムアミド（Applied Biosystems）に溶解した後，
95℃で 2 分間熱処理を行い DNA を一本鎖化した．塩基配列の決定は ABI PRISM 3100 
Genetic Analyzer を用いて行った． 
 
トランスフェクション及び安定発現細胞の取得 
安定発現細胞の取得のための培養細胞へのタンパク質発現プラスミドのトランスフェク
ションはリン酸カルシウム沈殿法により行った．トランスフェクションはまず 9 µg 分のプ
ラスミドを滅菌水で計 125 µl に希釈し，等量の 2×HEPES 緩衝生理食塩水 (pH 7.05）
(HBS)と混合した．5 分間室温で静置した後，2 M 塩化カルシウム溶液を 25µl 加え，ボル
テックスにて良く混合した後，室温で 20 分間静置した．この混合溶液を前日にトランスフ
ェクション時に 4～6 割になるように 6 穴プレートにまき直した細胞に全量適下した．12
時間後に培養液を交換し，トランスフェクションから 24 時間後に細胞を 6 穴プレートから
10 ㎝シャーレへ適当な濃度となるようにまき直しを行った．まき直しを行ってから 12 時間
後に G418 を添加し，選別を行った．G418 は DLD-1 細胞では 600 µg/ml，HaCaT 細胞で
は 800 µg/ml 濃度で用いた．約 2 週間 G418 による選別を行った後，単一の細胞クローン
を分離し，ウエスタンブロット法により目的のタンパク質を発現している細胞の選別を行
った． 
 
ウエスタンブロット 
培養細胞はリン酸緩衝生理食塩水（PBS)で 2 回洗浄した後，2×SDS サンプルバッファ
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ー（1.21 g Tris，4 g SDS，20 ml glycerol，2 mg bromophenol blue を H₂O で 100 ml に
メスアップして作製．pH 6.8）を用いて回収した．終濃度が 5％となるように 2-メルカプ
トエタノールを加え，100℃，5 分間煮沸した．作製した試料は 7～12％の SDS-ポリアク
リルアミドゲルを用いた電気泳動で分離し，Immobilon-P トランスファーメンブレン
（Millipore）に 1.2 mA/cm²，60 分間で転写した．5％スキムミルク/トリス緩衝生理食塩
水（TBS）で室温，30 分間ブロッキングした後，5％スキムミルク溶液で希釈した 1 次抗体
と 4℃，1 晩反応させた．反応後メンブレンを 0.05％ Tween 20 を含む TBS（TBS-Tween）
で3回洗浄し，TBS-Tweenで希釈した2次抗体と室温で1時間反応させた．再度TBS-Tween
で 3 回洗浄した後，アルカリフォスファターゼ発色バッファ （ー11.4 g Tris，0.92 g Tris-HCl，
5.84 g NaCl，10.17 g MgCl₂・6H₂O を H₂O で１l にメスアップした．pH 7.4）で 5 分間
置換した．発色はアルカリフォスファターゼ発色バッファーで希釈したニトロブルーテト
ラゾリウム（NBT）・5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル-リン酸（BCIP）発色試薬（Promega）
を用いて行い，発色反応は蒸留水に置換することにより停止させた． 
 
免疫蛍光染色 
培養細胞を 9 mm のカバーガラス上で 2 日間培養した後，メタノールまたはパラホルムア
ルデヒド（PFA）を用いて固定処理を行った．メタノールは－20℃にて 5 分間，PFA は 1％ 
PFA/PBS にて 10 分間室温で固定した．PFA 固定を行った場合はその後 0.2% Trion 
X-100/PBS により透過処理を行った．固定及び透過処理後，PBS で 5 分間，3 回洗浄を行
った後，1％ BSA/PBS にて室温で 30 分間ブロッキング処理を行った．その後，BSA/PBS
で希釈した 1 次抗体と室温で 3 時間，または 4℃で 1 晩反応させた．PBS で 5 分間，3 回
洗浄した後 BSA/PBS で希釈した 2 次抗体と 90 分間反応させた．再度，PBS で 5 分間，3
回洗浄を行った後，GelTol Mounting Medium（Thermo）を用いてスライドグラス上に封
入した．試料の観察は共焦点レーザー顕微鏡（Nikon）または蛍光顕微鏡（Nikon）を用い
て行った． 
 
可溶性の検討 
6 穴プレートにてコンフルの状態で 2 日間培養した細胞を用いた．冷 PBS で 3 回洗浄した
後，細胞可溶化緩衝液（10 mM Tris-HCl (pH 8.0)，150 mM NaCl，1 mM EDTA，1% Nonidet 
P-40 (NP-40)，1 mM Phenylmethylsufconyl fluoride (PMSF)）400 µl を加えて細胞をス
クレーパーでかきとり，1.5 ml エッペンチューブに回収した．4℃，30 分間転倒混和して
細胞を可溶化させた後，15,000 g，4℃，20 分間遠心して上清と沈殿に分離した．上清及び
沈殿に 2×SDS サンプルバッファーを加え，共に全量を 800 µl とした．終濃度が 5％とな
るように 2×メルカプトエタノールを加え，100℃で 5 分間煮沸を行った後，ウエスタンブ
ロットにより検出を行った． 
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安定発現細胞を用いた免疫沈降法 
15 µl の Dynabeads (Invitrogen）を 1.5 ml エッペンチューブにとり，そこへ 500 µl の
0.1％ BSA/PBS を加え，4℃で 5 分間転倒混和を行った．磁石を用いて Dynabeads を吸着
させ，上清を除去した後，新しい BSA/PBS を 500 µl 加えて再び 4℃，4 分間転倒混和を行
った．この洗浄操作を計 3 回行った後，500 µl の BSA/PBS を加え，さらに 1 次抗体を 0.5 
µg 分加え，1 晩 4℃で転倒混和を行った．6 ㎝シャーレにて培養した細胞を冷 PBS で 3 回
洗浄した後，細胞可溶化緩衝液（10 mM Tris-HCl (pH 8.0)，150 mM NaCl，1 mM EDTA，
1% NP-40， 1 mM PMSF 1,000 µl を加え，スクレーパーを用いて細胞を 1.5 ml エッペン
に回収した．4℃，20 分間転倒混和して細胞を可溶化させた後，15,000 g，4℃，10 分間遠
心して上清を得た．上清のタンパク質濃度を DC タンパク質定量キット（BIPRAD）を用
いて定量し，等量のタンパク質を含む 1,000 µl の細胞可溶化液を調整した．抗体結合
Dynabeads を細胞可溶化緩衝液で 3 回洗浄した後，調整した細胞可溶化液を加え，4℃，
60 分間転倒混和させ，目的のタンパク質を Dynabeads に結合させた．上清を除いた後，細
胞可溶化緩衝液を用いて 5 分間，3 回洗浄を行った．洗浄後の Dynabeads に SDS サンプ
ルバッファーを 60 µl 加えてよく懸濁した．終濃度が 5％となるように 2×メルカプトエタ
ノールを加え，100℃，5 分間煮沸を行った．SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳
動によりタンパク質を分離し，ウエスタンブロット法を用いて結合タンパク質の解析を行
った． 
 
Proximity Ligation Assay 
Proximity ligation Assay は Duolink (Olink Bioscience)を用いて Olink Bioscience のプ
ロトコールを参照にして行った． 
9 mm のカバーガラス上で 2 日間培養した細胞を冷メタノールで－20℃，5 分間固定した．
PBS で 5 分間，3 回洗浄した後，Blocking solution を 37℃，30 分間反応させた．その後
Antibody Diluent で希釈した 1 次抗体と 4℃で 1 晩反応させた．1×Wash buffer A (10 mM 
Tris，150 mM NaCl，0.05% Tween 20, pH 7.4)で5分間，室温で2回 洗浄した後，Antibody 
Diluent で希釈した 2 種類の異なるオリゴヌクレオチドで標識された 2 次抗体 PLA probe 
solution と 37℃，1 時間反応させた．1×Wash buffer A で 5 分間，室温で 2 回洗浄した後，
Ligation-Ligase solution と 37℃，30 分間反応させた．1×Wash buffer A で 5 分間，2 回
シェーカー上で洗浄した後，Amplification-Polymerase solution と 37℃，100 分間反応さ
せた．1×Wash buffer B (200 mM Tris，100 mM NaCl, pH 7.5)で 5 分間，3 回，室温で洗
浄した後，さらに 0.01×1×Wash buffer B で 1 分間洗浄した．最後に DuolinkⅡ Mounting 
Medium with DAPI を用いてスライドグラス上に封入を行い，蛍光顕微鏡（Nikon）にて
観察を行った． 
 
CRISPR/Cas9 システムによるノックアウト細胞の取得 
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すでに報告されている論文 (41）に従って，CRISPR/Cas9 発現コンストラクトを作製し
た．標的配列は 3’末端に GG が配置されている領域を選択し，NGG の上流 20 塩基で設計
した．設計した各オリゴ（表 2）をアニーリングした後，pX330 ベクター（Addgene）の
guide sequence insertion site に挿入した．作製した CRISPR/Cas9 ベクターと
pCAG-Flag-IRESpuro ベクターをそれぞれ 6 µg 分ずつ用いてリン酸カルシウム沈殿法に
より 6 穴プレートの培養細胞にトランスフェクションした．12 時間後に培地交換を行い，
さらにトランスフェクションから 24 時間後に細胞を 6 穴プレートから 10 ㎝シャーレへ適
当な濃度となるようにまき直した．まき直しを行ってから 12 時間後に puromycin を 3 
µg/ml となるように添加して薬剤セレクションを行った．puromycin を添加してから 48 時
間後に薬剤を含まない培地に交換し，単一のクローンを分離できるまで約 2 週間培養を行
った．ノックアウト細胞の取得の確認はウエスタンブロット法を用いて行った． 
 
ゲノム DNA 配列の確認  
Total DNA の回収は 6 ㎝シャーレで培養した細胞から DNeasy Blood ＆ Tissue Kit 
(QIAGEN)を用いて行った．回収した total DNA を鋳型として，特異的なプライマ （ー表 3）
を用いて GoTaq® DNA Polymerase により PCR を行い目的の配列を増幅した．得られた
PCR 産物は pGEM®-T Easy Vector (Promega)に組み込み，シーケンスにより配列の確認を
行った． 
 
RT-PCR 
細胞から抽出した mRNA を鋳型としてランダムプライマーを用いて First Strand cDNA 
Synthesis Kit for RT-PCR (Roche)により cDNA を合成した．このとき，DLD-1 細胞はコ
ンフルエントの 10 ㎝シャーレを 1 枚分，HaCaT 細胞はコンフルエントにしてから 8 日間
培養を行って分化させた 10 ㎝シャーレ 1 枚の細胞を用いた．得られた cDNA を鋳型とし，
特異的なプライマー（表 4）を用いて GoTaq® DNA Polymerase により PCR を行い目的の
配列を増幅した． 
 
ディソシエーションアッセイ 
すでに報告されている論文（42）を参考にして実験を行った．12 穴プレートに細胞をま
き，コンフルエントの状態になってから3日間培養を行った．細胞を0.9 mM CaCl₂，0.5 mM 
MgCl₂を含むHBS溶液で 3回洗浄した後，2 mM CaCl₂を含むディスパーゼ/HBS溶液（200 
U/ml）（WaKo)を加え，37℃，60 分間ローテートした．ディスパーゼ溶液を除き，1 枚の
シート状に分離した細胞シートを 0.9 mM CaCl₂，0.5 mM MgCl₂を含む HBS 溶液で 1 回
洗浄をした．細胞シートを 3 ml の 0.9 mM CaCl₂，0.5 mM MgCl₂を含む HBS 溶液の入っ
たコニカルチューブに移し，10 回転倒混和を行うことにより，細胞シートに機械的な力を
加えた．細胞シートを 12 穴プレートに戻し，顕微鏡を用いて観察を行い，細胞シート数を
16 
測定し接着活性を算出した． 
 
GST 融合タンパク質の精製 
GST，GST-DSC2CP または GST-DSC2CP（ΔCS1）発現コンストラクトを形質転換させ
た 大腸菌 BL21 株を OD ＝ 0.5 になるまで LB 培地で培養し， isopropyl- β
-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)を終濃度 0.5 mM となるように添加することにより
GST 融合タンパク質の発現を誘導した．20℃で 1 晩培養した培養液をプラスチック遠心管
に回収し，4℃，5000 g，10 分間遠心することにより沈殿を得た．沈殿を 1％ NP-40 及び 1 
mM PMSF を含む TBS に懸濁し，超音波破砕（負荷サイクル 30％，出力 2）を行った後，
15,000 rpm，4℃，10 分間遠心することにより上清を得た．その上清を Glutathion 
Sepharose 4B カラム（Amersham pharmacia biothech）に通し，PBS でカラムを洗浄後，
10 mM還元型グルタチオン(pH 8.0)で溶出した．溶出したタンパク質はPBSで透析を行い，
プルダウンアッセイに用いた． 
 
GST-プルダウンアッセイ 
40 µl の Glutathion Sepharose 4B beads を 1.5 ml 容エッペンに分注し，冷 PBS 1 ml を
加え，4℃，5分間転倒混和を行った．4℃，15,000 rpm，10秒間遠心し，Glutathion Sepharose 
4B beads を沈殿させて上清を取り除いた．この洗浄操作を計 3回行った後，冷 PBSを 1,000 
µl 加え，さらに 100 µg 分の GST 融合タンパク質を加えて一晩 4℃にて転倒混和を行った．
15 ㎝シャーレ 6 枚にコンフルエントになるまで培養した細胞を PBS（－）で 3 回洗浄し，
シャーレ 1 枚あたり 1000 µl の冷 PBS（－）で細胞を 1.5 ml エッペンに回収した．15,000 
rpm，4℃，10 分間遠心することによって得た沈殿を合計 2,000 µl の細胞可溶化緩衝液 10 
mM Tris-HCl (pH 8.0)，150 mM NaCl，1 mM EDTA，1% NP-40， 1 mM PMSF に懸濁
し，4℃，30 分間転倒混和により細胞の可溶化を行った．15,000 rpm，4℃，15 分間遠心
して得られた上清を等量ずつ各 GST 融合タンパク質を結合させた Glutathion Sepharose 
4B beads に加え，4℃，90 分間転倒混和により反応させた．細胞可溶化緩衝液で 3 回洗浄
を行った後，5％メルカプトエタノールを含む 2×SDS サンプルバッファーに懸濁し，100℃
で 5 分間熱処理を行った．作製した試料は SDS-PAGE によりタンパク質を分離し，ウエス
タンブロット法を用いて結合タンパク質の解析を行った． 
 
電子顕微鏡による観察 
すでに報告されている論文 (43）に従って解析を行った．培養細胞を 22 mm カバーガラ
ス上にまき，3 日間培養した．培養液を除去し，前固定液（2％グルタルアルデヒド，2％ PFA，
30 mM HEPES pH 7.4）を加え，室温で 30 分間前固定を行った．30 mM HEPES（pH 7.4）
で室温，5 分間 3 回洗浄を行った後，後固定液（１％オスミウム酸，30 mM HEPES pH 7.4）
を加え氷上で 15 分間後固定を行った．蒸留水にて 5 分間，3 回洗浄を行った後，エタノー
17 
ルを用いた脱水処理を行った．Poly/Bed 812(Polysciences)に包埋し，薄切りした後，酢酸
ラウニルとクエン酸鉛で 2 重染色し，電子顕微鏡（Hitachi）を用いて観察した． 
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表 1 コンストラクト作製 PCR で用いたプライマー 
 
 
DSC2 断片 1 
 
フォワード GATATCCCGAGCCCTCTCCATG 
リバース TCACGATCTACAGGACGA 
 断片 2 フォワード TCGTCCTGTAGATCGTGA 
リバース ACTCAGGGCCCTCATC 
 断片 3 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
 リバース GCGGCCGCTCTCTTCATGCATGCTTC 
DSC2(ΔCS1) 断片 1 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
リバース ACGTCTAAAACAACCAAAAAGTGTATTCTGCCAATG 
 断片 2 フォワード CGCAGAATACACTTTTGGTTGTTTAGACGTCCC 
  リバース GCGGCCGCTCTCTTCATGCATGCTTC 
DSC2(ΔCS2) 断片 1 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
  リバース ATTACACAGATACACCACCTCCGTGTGTCCT 
 断片 2 フォワード GGACACACGGAGGTGGTGTATCTGTGTAATCAAG 
  リバース GCGGCCGCTCTCTTCATGCATGCTTC 
DSC2(ΔCS3) 断片 2 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
  リバース GCGGCCGCTCCTCTTCCTTCATAGTTA 
DSC2(ΔCS1-eCS1) 断片 1 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
 (DSC2-1) リバース CTCTGGGGGTACTTTTGGTTGTT 
 断片 2 フォワード ACCAAAAGTACCCCCAGAGGATG 
 
 
(E-cad) リバース AGAATACACTTTCTCTTGTCCGC 
断片 3 リバース GGAGAAGAGAAAGTGTATTCTGC 
 (DSC2-2) フォワード GCGGCCGCTCTCTTCATGCATGCTTC 
DSC2(E743A) 断片 1 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
リバース CCAGGAGCTGCTGTGTTTGATACAATTAGGT 
断片 2 フォワード AAACACAGCAGCTCCTGGAGATGACAAA 
リバース GCGGCCGCTCTCTTCATGCATGCTTC 
DSC2(D747A) 断片 1 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
リバース ACTTTGTCAGCTCCAGGAGCTTCTGTG 
断片 2 フォワード TCCTGGAGCTGACAAAGTGTATTCTGCG 
リバース GCGGCCGCTCTCTTCATGCATGCTTC 
DSC2(D748A) 
 
断片 2 フォワード GATGAGGGCCCTGAGT 
リバース ATACACTTTGGCATCTCCAGGAGCTTCTG 
19 
DSC2(748A) 
       
断片 2 フォワード TGGAGATGCCAAAGTGTATTCTGCGAATG 
リバース GCGGCCGCTCTCTTCATGCATGCTTC 
GST-DSC2CP 断片 1 フォワード GAATTCGGGACGTCTAAACAACCA 
  リバース GCGGCCGCCATCTCTTCATGCATGCTT 
GST-DSC2(ΔCS1) 断片 1 フォワード GAATTCTGTGGGACGTCTAAACA 
  リバース GTCGACTCAGTCTTGGGCATGCTTGTG 
PKP2 断片 1 フォワード GAATTCATGGCAGCCCCCGGCG 
  リバース AGATCTTCAGTCTTTAAGGGAGTGG 
PKP3 断片 1 フォワード GAATTCATGCAGGACGGTAACTTCC 
  リバース GAATTCCTATGGGCCCAGGAAGTC 
 
 
 
表 2 CRISPR/Cas9 コンストラクト作製で用いたプライマー 
 
DSC2 フォワード CACCGATGGAGGCAGCCCGCCCCTC 
リバース AAACGAGGGGCGGGCTGCCTCCATC 
DSG2 フォワード CACCGTAGTGCGGCAAAAGCGCGCC 
リバース AAACGGCGCGCTTTTGCCGCACTAC 
PKP2 フォワード CACCGCCCGGCGCCCCAGCTGAGTA 
リバース AAACTACTCAGCTGGGGCGCCGGGC 
PKP3 フォワード CACCGCGGTGGACCTGCCGCCATGC 
リバース AAACGCATGGCGGCAGGTCCACCGC 
 
 
表 3 ゲノム配列確認で用いたプライマー 
 
DSC2 フォワード GAGAAGCTAAGAAAAGCACCTCT 
リバース GTCGCGATCCTCTTCCTATCT 
DSG2 フォワード CATAGGAAATACGAAGCATACCTT 
リバース AAATTCTGTAAGCACATCATACATT 
PKP2 フォワード GTACAAGTCTCCAGGTGTCCG 
リバース CAAGTCGGTCATACCGAGAC 
PKP3 フォワード TGAGAACAAGAAGGACCCAGG 
リバース TGCCCTCACACTATCACGTCC 
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             表 4 RT-PCR 用プライマー 
 
DSC1 フォワード AAGGCTTAAGGTATCAGAAG 
リバース AAGTATTACATTTGGTCTAACG 
DSC3 フォワード AGCTGTTGATCCTGATGAAC 
リバース CTAGAGTTGTTGGTAGTTTG 
DSG1 フォワード TCCAGCTGACCTGCTAGC 
リバース GTACATTGTCTGATAACAAATC 
DSG3 フォワード ATCTCCCTGGTACTTACAG 
リバース TCTGGCATACGTATTTGTAC 
DSG4 フォワード TATCAATGGGATATACACAGC 
リバース GCTTGGTCTTCAGTGACAG 
GAPDH フォワード GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 
リバース GAAGATGGTGATGGGATTTC 
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結果 
 
 
1 表皮角化細胞である HaCaT 細胞における各 DSC2 変異体の性質の検討 
 
過去の知見より，デスモソームカドヘリンがデスモソームを形成する上で，デスモソーム
カドヘリンの細胞内領域が重要な役割を担っていることが示唆されている．今回研究対象
とした DSC2 の細胞内領域には生物種間での保存性が高い 3 つの領域が存在している（図 5
A）．これらの保存性の高い領域を膜近傍から CS1 (KVIPDDLAQQNLIVSNTEAPGDD)，
CS2 (DNCRYTYSEWHSFTQPRLGEK) 及び CS3 (SVAGSVGCCSERQEEDGLEFLDN
LEPKFRTLAEACMKR)と名付け，それぞれの領域がデスモソームの形成に関与している
のかを検討することにした．各領域を欠損させた変異体を作製し，ヒト表皮角化細胞であ
る HaCaT 細胞における安定発現細胞を取得した（図 5B）．HaCaT 細胞において過剰発現
させた DSC2 は内在性の DSC と同様に細胞間において班点状の局在を示し，デスモソーム
に取り込まれていることが示唆された．また，CS2 領域を欠損させた DSC2(ΔCS2)も DS
C2 と同様に細胞間において班点状の局在を示した．一方，CS1 領域を欠損させた DSC2(Δ
CS1)及び CS3 領域を欠損させた DSC2(ΔCS3)は細胞間において帯状に広がって局在し，
班点状の局在を示さなかった．この結果から，CS1 領域及び CS3 領域は DSC2 の班点状の
局在に働いていることが示唆された（図 5C）．次に各 DSC2 変異体と PG との相互作用を
免疫沈降法を用いて検討した．その結果，すでに PG と結合することが報告させている（1
2）CS3 領域欠損体の DSC2(ΔCS3)は PG との相互作用が見られなくなっていた．一方，D
SC2(ΔCS1)は PG との結合は維持されていた（図 5D）．このことから，DSC2 の班点状の
局在において CS1 領域と CS3 領域は異なる働きを担っていることが示唆された． 
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図 5. HaCaT 細胞における各 DSC2 変異体の性質の検討 
（A）使用した DSC2 変異体コンストラクトの模式図．PG ; plakoglobin binding domain, HA : 3×HA tag．（B）ウエスタンブロ
ット法を用いて各安定発現細胞における DSC2 変異体の発現を確認した．（C） 免疫染色法を用いて各 DSC2 変異体の局在を解析
した．内在性の DSC2，過剰発現させた DSC2 及び DSC2(ΔCS2）は班点状の局在を示す一方，DSC2(ΔCS1)及び DSC2(ΔCS3) 
は線状の局在を示した．スケールバー, 10 µm.（D）抗 HA 抗体を用いた免疫沈降法により各 DSC2 変異体と PG）との相互作用を
解析した．PG 結合領域を欠損させた DSC2(ΔCS3)では PG との相互作用が見られなくなった．一方，DSC2(ΔCS1)及び DSC2(Δ
CS2)は PG との相互作用が見られた．
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以上の結果より，DSC2(ΔCS1)は PG と結合するにも関わらず，デスモソームに取り込ま
れていないことが示唆された．そこで，今後この DSC2(ΔCS1)に着目し，DSC2(ΔCS1)
の性質をより詳細に検討した．デスモソーム構成タンパク質はデスモソームに取り込まれ
ると界面活性剤で処理した時に比較的不溶性の性質を示すことが知られている（34）．そこ
で，DSC2(ΔCS1)の可溶性の検討を行うことにより，DSC2(ΔCS1)がデスモソームに取り
込まれているかを検討した．細胞を 1％ NP-40 で処理した後，上清と沈殿に分離したサン
プルをウエスタンブロット法を用いて検出した．その結果，内在性及び過剰発現させた
DSC2 は可溶性画分と不溶性画分におよそ等量ずつ存在していたのに対し，DSC2(ΔCS1)
はその多くが可溶性画分に存在した（図 6A）．また，細胞を NP-40 で処理した後，DSC2
または DSC2(ΔCS1)の局在を免疫染色を用いて観察した．その結果，DSC2 は可溶化処理
後もその多くが細胞間における局在を維持していたのに対し，DSC2(ΔCS1)は細胞間にお
ける局在がほとんど見られなくなった（図 6B） ． 
 次に DSC2(ΔCS1)とデスモソームの裏打ちタンパク質である DSP との相互作用の検討
を行った．DSP はデスモソーム特異的に局在するタンパク質であるため，デスモソームの
マーカータンパク質として使用される．DSC2 または DSC2(ΔCS1)と DSP との共免疫染
色したところ，DSC2 は DSP と共局在しているのが観察された．一方，DSC2(ΔCS1)はそ
のような DSP との共局在は見られなかった（図 7A）．さらに，Proximity Ligation Assay
を用いて DSC2(ΔCS1)と DSP との相互作用を検討した．Proximity Ligation Assay は 2
つの分子が比較的近い距離に存在するときにシグナルが検出される方法である．DSC2 発現
細胞ではシグナルが検出され，DSC2 と DSP は近い距離に局在していることが示された．
一方，DSC2(ΔCS1)発現細胞ではほとんどシグナルが検出されず，DSC2 発現細胞と比べ
て有意な差が見られた（図 7B, C）．可溶化及び DSP との相互作用の結果からも，DSC2(Δ
CS1)はデスモソームに取り込まれていないことが示された． 
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図 6. HaCaT 細胞における DSC2（ΔCS1）の可溶性の検討 
（A）1% NP-40 を用いて細胞を可溶化させた後，上清と沈殿中における DSC2(ΔCS1)の存在量をウエスタンブロット法を用いて
検出した．内在性及び過剰発現させた DSC2 は不溶性画分に多く存在し，比較的不溶性の性質を示すのに対し，DSC2(ΔCS1)は
可溶性画分に多く存在し，可溶性の性質を示した． soluble : 可溶性画分,  insoluble : 不溶性画分（B）1% NP-40 を用いて細胞
を可溶化処理した後，免疫染色法を用いて DSC2(ΔCS1)の局在を解析した．内在性及び過剰発現させた DSC2 は可溶化処理を行
った細胞でも細胞間に局在が見られる一方，DSC2(ΔCS1)は可溶化処理後の細胞ではほとんど細胞間における局在が見られなくな
った．-NP-40: NP-40 未処理, +NP-40 : NP-40 処理．スケールバー, 10 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25 
 
 
 
図 7. HaCaT 細胞における DSC2(ΔCS1)と DSP との相互作用の検討 
（A）HaCaT 細胞における DSC2(ΔCS1)と DSP との局在を共染色法を用いて解析した．DSC2 は DSP と共局在を示すのに対し，
DSC2(ΔCS1)は DSP との共局在を示さなかった．スケールバー, 10 µm．（B）Proximity Ligation Assay を用いて DSC2(ΔCS1)
と DSP との相互作用を検出した．DSC2 と DSP では相互作用を示す蛍光シグナルが検出された一方，DSC2(ΔCS1)と DSP では
蛍光シグナルはほとんど見られず，相互作用は検出されなかった．スケールバー, 10 µm．（C）Proximity Ligation Assay のシグナ
ルを定量化した．DSC2(ΔCS1)では DSC2 と比較して DSP との相互作用が有意に減尐していた． 
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2 大腸がん由来上皮性細胞である DLD-1 細胞における各 DSC2 変異体の局在 
 
 次にヒト大腸がん由来上皮性細胞である DLD-1 細胞においても HaCaT 細胞において見
られた DSC2(ΔCS1)の局在パターンが見られるかどうかを検討した．複数の DSC 及び
DSG が発現している HaCaT 細胞とは異なり，DLD-1 細胞は DSC2 及び DSG2 のみが発
現している細胞である．このため，形成されるデスモソームはより単純な構造をしている
と考えられる．DLD-1 における DSC2 及び DSC2(ΔCS2)は細胞間において内在性の DSC2
と同様に班点状の局在を示した．一方，DSC2(ΔCS1)及び DSC2(ΔCS3)は HaCaT 細胞と
同様に細胞間において線状の局在を示した（図 8A, B）．この結果より，HaCaT 細胞で観察
された DSC2(ΔCS1)の性質は HaCaT 細胞特有の性質ではいと考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8. DLD-1 細胞における各 DSC2 変異体の局在 
（A）ウエスタンブロット法を用いて各安定発現細胞における DSC2 変異体の発現を確認した．（B）免疫
染色法を用いて各 DSC2 変異体の局在を解析した．DSC2 及び DSC2 (ΔCS2)は班点状の局在を示す一方，
DSC2（ΔCS1）及び DSC2(ΔCS3)は線状の局在を示した．スケールバー,10 µm. 
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3 CRISPR/Cas9 システムを用いたデスモソームカドヘリンノックアウト細胞の作製 
 
 これまでの実験で用いてきた HaCaT 細胞及び DLD-1 細胞は内在性のデスモソームカド
ヘリンが発現しており，すでにデスモソームが形成されている細胞である．このため，過
剰発現させた DSC2 変異体が新しくデスモソームを形成することが出来るのか，またその
接着活性を検討することは不可能であった．そこでこの問題点を解決するため，新たに
CRISPR/Cas9 システムを用いて DLD-1 細胞における DSC2 及び DSG2 のノックアウトを
行い，全てのデスモソームカドヘリンを発現しない細胞の作製を試みた．ヒトの DSC2 の
エキソン 1 及び DSG2 のエキソン 3 を標的とした CRISPR/Cas9 コンストラクトを作製し
（図 9A），DLD-１細胞に導入し，DSC2 ノックアウト細胞（ΔDSC2），DSG2 ノックアウ
ト細胞（ΔDSG2）及びダブルノックアウト細胞（ΔDSC2ΔDSG2）を取得した．得られ
た細胞はそれぞれ標的としたデスモソームカドヘリンの発現が消失していることが確認で
きた（図 9B）．また，標的としたデスモソームカドヘリン遺伝子には塩基の挿入や欠損が
おこり，新しく終止コドンが生じていることが確認できた（図 9C）．また，免疫染色法で
も，各デスモソームカドヘリンの局在は見られないことが確認できた（図 9D）．デスモソ
ームのマーカータンパク質としてよく用いられる DSP はΔDSC2 細胞またはΔDSG2 細胞
では DLD-1 WT 細胞と同様に細胞間における点状の局在を維持していた（図 9D）．一方，
ΔDSC2ΔDSG2 細胞では DSP の細胞間における局在は大幅に減尐し，点状の局在はほと
んど見られなくなった． 
 電子顕微鏡を用いた観察により，これらのデスモソームカドヘリンノックアウト細胞に
おいてデスモソーム構造が見られるか観察した．その結果，ΔDSG2 細胞及びΔDSC2 細胞
では DLD-1 細胞と同様なデスモソームの構造が観察された（図 10, a-f,矢じり）．一方， 
ΔDSC2ΔDSG2 細胞ではそのような構造体は観察されなかった（図 10g,h）．このことから，
このことから，DSC2 及び DSG2 は単独でデスモソームを形成できることが示唆され，ま
たΔDSC2ΔDSG2 細胞ではデスモソームが形成していないことが示唆された． 
また，今回の研究では最低 2 つのターゲット配列を用いて複数の細胞クローンを取得して
おり，いずれの細胞においても同様の結果が見られている． 
このΔDSC2ΔDSG2 細胞では他のデスモソーム構成タンパク質や E-cad，β-cat および
ZO-1 の発現量に大きな変化は見られなかった（図 11A）．また，ΔDSC2ΔDSG2 細胞にお
ける E-cad 及び ZO-1 の局在を観察したところ，いずれも DLD-1 細胞と比べて大きな変化
は見られなかった（図 11E）．また，過去の知見より，デスモソームカドヘリンの 1 つのア
イソフォームの発現を変化させると，他のデスモソームの発現量に影響が生じるという報
告がある（44）．このため，RT-PCR 法を用いてΔDSC2ΔDSG2 細胞における各デスモソ
ームカドヘリンの発現を検討したが，いずれのデスモソームカドヘリンの発現も見られな
いままであった（図 11B）．ΔDSC2ΔDSG2 細胞の細胞形態を観察したところ DLD-1 細胞
と比べて大きな変化は見られなかった（図 11C）．しかし，ディソシエーションアッセイを
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用いて細胞間接着活性を検討したところ，もとの DLD-1 細胞の細胞断片は一枚のシート状
を維持しているのに対し，ΔDSC2ΔDSG2 細胞は細かな細胞断片に分離しており，接着活
性が減尐しているのが観察された（図 11D）． 
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図 9. DLD-1 細胞における DSC2，DSG2 ノックアウト細胞の取得 
（A）作製したヒト DSC2 及び DSG2 を標的とした CRSIPR/Cas9 の概略図．DSC2 はヒト DSC2 遺伝子のエキソン 1 に存在する
配列，DSG2 はヒト DSG2 遺伝子のエキソン 3 に存在する配列を認識するように設計した．(B）ウエスタンブロット法を用いて各
ノックアウト細胞における DSC2 及び DSG2 の発現の確認を行った．それぞれノックアウトを行ったタンパク質の発現は見られな
くなっていた．（C）CRISPR/Cas9 により導入させた遺伝子変異の解析結果を示す．いずれの細胞においても遺伝子に欠損や挿入
がおこり，フレームシフトによる終止コドンが導入されていた．（D）免疫染色法を用いて各ノックアウト細胞における DSC2,DSG2
及び DSP の局在を解析した．ΔDSC2 細胞では DSG2 及び DSP は細胞間において班点状に局在した．またΔDSG2 細胞も同様に
DSC2 と DSP は班点状の局在を示した．一方，ΔDSC2ΔDSG2 細胞では DLD-1WT 細胞に比べて班点状の DSP の局在はほとん
ど見られなくなった．スケールバー, 10 µm. 
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図 10. 電子顕微鏡を用いたデスモソームカドヘリンノックアウト細胞におけるデスモソームの観察 
電子顕微鏡を用いて細胞間におけるデスモソームの構造を検討した．DLD-1 細胞と DSG2 ノックアウト細胞（ΔDSG2）及び DSC2
ノックアウト細胞（ΔDSC2）ではデスモソーム様の構造が観察された（a-f 矢じり）．一方，デスモソームカドヘリンダブルノッ
クアウト細胞（ΔDSC2ΔDSG2）ではデスモソーム様の構造は観察されなかった（g, h）． 
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図 11. ΔDSC2ΔDSG2 細胞の性質の検討 
（A）ウエスタンブロット法を用いて DLD-1 細胞とΔDSC2ΔDSG2 細胞の各タンパク質の発現量を解析した．デスモソームカド
ヘリンをノックアウトしたことによるデスモソーム構成タンパク質，接着結合構成タンパク質及び密着結合構成タンパク質の発現
量の変化は見られなかった．（B）RT-PCR 法を用いて各デスモソームカドヘリンアイソフォームの発現を確認した．コントロール
として用いた HaCaT 細胞では DSC1，DSC3，DSG1，DSG3 及び DSG4 が発現しているのに対し，DLD-1 細胞ではいずれのデ
スモソームカドヘリンも発現していなかった．またΔDSC2ΔDSC2 細胞においてもいずれのデスモソームカドヘリンも発現してい
なかった．（C）ΔDSC2ΔDSG2 細胞の細胞形態を観察した．細胞形態に大きな変化は見られなかった．（D）ディソシエーション
アッセイによりΔDSC2ΔDSG2 細胞の細胞間接着活性を検討した．ΔDSC2ΔDSG2 細胞は接着活性が減尐していた．(E)免疫染
色法を用いてΔDSC2ΔDSG2 細胞における E-cad または ZO-1 の局在を観察した．共に DLD-1WT と比べて大きな変化は見られ
なかった．スケールバー, 10 µm. 
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4 ダブルノックアウト細胞を用いた DSC2 変異体の性質の検討 
 
次に得られたデスモソームカドヘリンダブルノックアウト細胞に再び DSC2 全長を発現
させることにより，ダブルノックアウト細胞で見られた性質がレスキューされるかを検討
した．DSC2 再発現細胞における DSC2 の局在を観察したところ，内在性のものと同様な
班点状に局在していた．また，この細胞では DSP の細胞間における班点状の局在が回復し
ているのが観察された（図 12A, B）．また，細胞間接着活性を検討したところ，DSC2 再発
現細胞は DLD-1 細胞と同様に 1 枚の細胞断片を維持しており，接着活性が回復しているこ
とが示された（図 12C）．これらのことから，ΔDSC2ΔDSG2 細胞において観察された表
現型は CRISPR/Cas9 システムによる DSC2 ノックアウトによるものであることが確認で
き，今後この細胞を用いて DSC2 変異体の性質の検討が行えることが示された． 
そこで次にΔDSC2ΔDSG2細胞を用いてDSC2(ΔCS1)の性質の検討を行った．DSC2(Δ
CS1)をΔDSC2ΔDSG2 細胞に強制発現させ，ウエスタンブロット法により DSC2(ΔCS1)
の安定発現細胞が取得できたことが確認できた．また，この細胞における DSP の発現量は
他の細胞と変化していなかった（図 13A）．免疫染色法を用いて観察したところ，DSC2(Δ
CS1)は細胞間に線状に局在しており，班点状の局在は示さなかった．また，DSC2 を発現
させたときに見られたような DSP の局在の回復も見られなかった（図 13B）．免疫沈降法
を用いて PG との相互作用を検討したところ，DSC2(ΔCS1)は DSC2 と同様に PG と相互
作用していることが示された（図 13C）．しかし，DSC2(ΔCS1)の可溶性を検討したところ，
DSC2(ΔCS1)は DSC2 と比べて明らかに可溶性が増加していることが示された（図 13D）．
さらに DSC2(ΔCS1)発現細胞の細胞間接着活性を検討したところ，DSC2 発現細胞と比べ
て接着活性は有意に減尐していることが示された（図 14E）．以上の結果より，DSC2(ΔCS1)
は PG と相互作用するにも関わらず，デスモソームを形成していないことが示唆された． 
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図 12. DSC2 再発現細胞の性質の検討 
（A）ウエスタンブロット法を用いて各細胞における DSC2 の発現を確認した．DSC2 再発現細胞で DSC2 が発現していることが
確認できた．（B）免疫染色法を用いて DSC2 再発現細胞における DSC2 と DSP の局在を解析した．ΔDSC2ΔDSG2 細胞に発現
させた DSC2 は細胞間において班点状の局在を示した．また，DSC2 を発現させることにより DSP の細胞間における班点状の局
在が回復した．スケールバー, 10 µm.（C）ディソシエーションアッセイにより DSC2 再発現細胞の細胞間接着活性を検討した．
DSC2 を再発現させた細胞は DLD-1 細胞と同様に 1 枚の細胞シートを維持していた． 
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図 13. ΔDSC2ΔDSG2 細胞における DSC2（ΔCS1）の性質の検討 
(A)ウエスタンブロット法により各タンパク質の発現を観察した．DSC2(ΔCS1)の安定発現細胞の取得を確認できた．またこの細
胞における DSP の発現量に変化は見られなかった．（B）ΔDSC2ΔDSG2 細胞における DSC2（ΔCS1）と DSP との局在を共免
疫染色法により解析した．DSC2（ΔCS1）発現細胞では DSP の細胞間における班点状の局在はほとんど見られず，DSC2（ΔCS1）
とも共局在を示さなかった．スケールバー, 10 µm.（C）抗 DSC 抗体を用いた免疫沈降法によりΔDSC2ΔDSG2 細胞における DSC2
（ΔCS1）と PG との相互作用を検討した．DSC2 及びΔDSC2ΔDSG2 細胞における DSC2（ΔCS1）はともに PG と相互作用し
ていることが確認できた．（D）DSC2 及び DSC2（ΔCS1）の NP-40 に対する可溶性の検討を行った．DSC2 は不溶性の性質を示
したのに対し，DSC2（ΔCS1）は可溶性の性質を示した．soluble : 可溶性画分, insoluble : 不溶性画分. （E）ディソシエーショ
ンアッセイにより各細胞の細胞間接着活性を測定した．DSC2 を再発現させた細胞では細胞シートは 1 枚のシート状を維持してい
るのに対し，DSC2（ΔCS1）発現細胞では細胞シートは細かく断片化していた．（B）ディソシエーションアッセイの細胞断片数
を定量化した．DSC2（ΔCS1）発現細胞は DSC2 発現細胞と比べて細胞断片の数が有意に増加しており，細胞間接着活性の減尐
が見られた．
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5 DSC2 CS1 領域置換体の性質の検討 
 
 これまでの結果より DSC2 の CS1 領域はデスモソームのプラーク形成において重要な役
割を担っていることが示された．しかしながら，CS1 領域欠損体は 23 アミノ酸を一気に欠
損させた置換体であるため，それによって DSC2 の細胞内領域の全体的な高次構造が変化
した可能性も排除できない．そこで，DSC2 の CS1 領域を比較的相同性が高い E-cad の対
応する領域に置換したキメラ体を作製し（図 14A），その性質を検討することにした．ウエ
スタンブロット法により安定発現細胞の取得が確認できたため（図 14B），免疫染色法を用
いてその局在を観察したところ，E-cad 置換体（DSC2(ΔCS1-eCS1)）は DSC2(ΔCS1)と
同様に細胞間に線状に局在し，班点状の局在を示さなかった．また，DSP の局在の回復も
観察されなかった（図 14C）． 
 さらに CS1 領域の中でも生物種間における保存性の高い極性アミノ酸をアラニンに置換
した 1 アミノ置換体を作製し，ΔDSC2ΔDSG2 細胞における安定発現細胞を取得した（図
15A, B）．免疫染色法によりそれらの局在を観察したところ，743 番目のグルタミン酸
（DSC2(E473A)，または 748 番目のアスパラギン酸をアラニンに置換した変異体
（DSC2(D748A)は DSC2(ΔCS1)と同様な線状の局在を示した．一方，747 番目のアスパラ
ギン酸をアラニンに置換した変異体（DSC2(D747A)は局在に影響は見られなかった．これ
らの結果より，DSC2(ΔCS1)が示した局在や接着活性などの性質はタンパク質の立体構造
の変化によるものではなく，CS1 領域がデスモソームの形成において重要な役割をになっ
ているためであること考えられる． 
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図 14. ΔDSC2ΔDSG2 細胞における DSC2（ΔCS1-eCS1）の局在 
（A）DSC2 の CS1 領域のアミノ酸配列及びそれに対応する E-cad のアミノ酸配列を示す．（B）ウエスタンブロット法を用いて各
安定発現細胞における DSC2 または DSC2 （ΔCS1-eCS1）の発現を確認した．いずれも同程度のタンパク質の発現が見られた．
（C）免疫染色法を用いてΔDSC2ΔDSG2 細胞における DSC2 または DSC2（ΔCS1-eCS1）と DSP との局在を解析した．DSC2(Δ
CS1-eCS1)は細胞間において線状に局在し，DSP も班点状の局在はほとんど示さなかった．スケールバー, 10 µm. 
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図 15. ΔDSC2ΔDSG2 細胞における DSC2 CS1 領域 1 アミノ酸置換体の局在 
（A）作製した DSC2 の CS1 領域の 1 アミノ酸置換体のアミノ酸配列を示す．DSC2(E743A)は 743 番目のグルタミン酸をアラニ
ンに置換したコンストラクト，DSC2(D747A)は 747 番目のアスパラギン酸をアラニンに置換したコンストラクト，DSC2(D748A)
は 748 番目のアスパラギン酸をアラニンに置換したコンストラクト．（B）各アミノ酸置換体の安定発現細胞における発現量をウエ
スタンブロット法を用いて確認した．いずれも同程度のタンパク質の発現が見られた．（C）各アミノ酸置換体と DSP の局在を共
免疫染色法を用いて解析した．DSC2（D747A）班点状の局在を示し，DSP と共局在していた．一方，DSC2(E743A)及び
DSC2(D748A)は斑点状の局在を示さず，DSP との共局在も見られなかった．スケールバー, 10 µm. 
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6 DSC2 と PKP との相互作用の検討 
 
 これまでの結果より膜近傍の CS1 領域は DSC2 のデスモソームプラーク形成において重
要な役割をになっていることが示唆された．クラシックカドヘリンの膜近傍領域には p120-
カテニンが結合し，カドヘリンの機能を調節していることが知られている（38, 39）．また，
過去の研究より DSG3 の膜近傍領域に p120-カテニンが結合することが示唆されている
（45）．そのため，DSC2のCS1領域にp120-カテニンが相互作用する可能性が考えられた．
しかしながら，DLD-1 細胞では p120-カテニンは班点状の局在は示さず，また，免疫沈降
法を用いても相互作用を確認することは出来なかった． 
 そこで次に DSC2 の CS1 領域に作用しているタンパク質として PKP を検討することに
した．PKP は p120-カテニンと同じファミリーに属するタンパク質であり，デスモソーム
カドヘリンと結合することが示唆されている（16, 20）．PKP はヒトでは 3 種類のアイソフ
ォームが発現しているが，今回使用したDLD-1細胞ではPKP2及びPKP3が発現している．
そこで，この 2 つの PKP と DSC2(ΔCS1)が相互作用するのかを検討した．まず，HEK293T
細胞を用いた免疫沈降法により PKP と DSC2 との相互作用の検討が行えるかを確認した．
HA タグを付加した DSC2（DSC2-HA）と FLAG タグを付加した PKP2（FLAG-PKP2）
または PKP3（FLAG-PKP3）を HEK293T 細胞に共発現させ，抗 FLAG 抗体を用いて免
疫沈降法を行った．その結果，DSC2-HA と FLAG-PKP2 または FLAG-PKP3 を発現させ
た細胞でバンドが検出され，相互作用を確認することが出来た（図 16A）．そこでこの系を
用いて DSC2(ΔCS1)と PKP2 との相互作用を検討したところ，DSC2 の細胞内領域を欠損
させた DSC2(ΔCP)と同様に DSC2(ΔCS1)は PKP2 との相互作用は見られなかった（図
16B）．また，DSC2(ΔCS1)と PKP3 との相互作用も検討したところ，DSC2 との相互作用
と比べて明らかに減尐していた（図 16C）． 
 さらに GST-プルダウンアッセイを用いて各 PKP と DSC2 の CS1 領域との相互作用の
検討を行った．DSC2 細胞内領域と GST の融合タンパク質（GST-DSC2CP）と CS1 領域
を欠損させたDSC2細胞内領域と GST の融合タンパク質（GST-DSC2CP(ΔCS1)を作製し，
DLD-1 細胞の可溶化液を用いてプルダウンアッセイを行った（図 17A）．GST-DSC2CP で
は PKP2 及び PKP3 との相互作用が検出された．一方，GST-DSC2CP(ΔCS1)では PKP2
及び PKP3 との相互作用は検出されなくなった（図 17B）．免疫沈降法及び GST-プルダウ
ンアッセイの結果より，DSC2 の CS1 領域は PKP2 及び PKP3 と相互作用に関与している
ことが示唆された． 
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図 16. 免疫沈降法を用いた PKP2 または PKP3 との相互作用の検討 
（A）DSC2 と PKP2 または PKP3 を HEK293T 細胞に共発現させ，抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降法により相互作用を検討した．
PKP2 及び PKP3 は共に DSC2 との相互作用が見られた．（B）DSC2，DSC2（ΔCP）及び DSC2（ΔCS1）と PKP2 との相互作
用を免疫沈降法を用いて検討した．DSC2 で見られた PKP2 との相互作用は DSC2（ΔCP）及び DSC2（ΔCS1）では検出されな
かった．（C）DSC2，DSC2（ΔCP）及び DSC2（ΔCS1）と PKP3 との相互作用を免疫沈降法を用いて検討した．DSC2 で見ら
れた PKP2 との相互作用は DSC2（ΔCP）では見られなかった．また DSC2（ΔCS1）では PKP3 との相互作用が DSC2 と比べ
て減尐していた． 
40 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 17. GST-プルダウンアッセイ法を用いた PKP2 または PKP3 との相互作用の検討 
（A）GST-プルダウンアッセイに用いた Glutathione S-transferase（GST）融合 DSC2 コンストラクトの模式図を示した．（B）
各 GST 融合 DSC2 タンパク質を用いてプルダウンアッセイを行い，ウエスタンブロット法により検出した．GST-DSC2CP では
PKP2 及び PKP3 との相互作用が見られるのに対し，GST-DSC2CP（ΔCS1）では PKP2 及び PKP3 との相互作用は見られなか
った．   
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7 PKP ノックアウト細胞の性質の検討 
 
 これまでの結果より，DSC2 の CS1 領域における PKP との相互作用がデスモソームの形
成に重要であることが示唆された．そこで CRISPR/Cas9 システムを用いて PKP2 及び
PKP3 のノックアウトを行い，デスモソーム形成への影響を検討した．ヒトの PKP2 及び
PKP3 のエキソン 1 を標的とした CRISPR/Cas9 コンストラクトを作製し（図 18A），DSC2
を発現させたデスモソームカドヘリンダブルノックアウト細胞（DSC2/ΔDSC2ΔDSG2）
に導入し，PKP ノックアウト細胞の取得を試みた．PKP2 または PKP3 単独のノックアウ
ト細胞では DSC2 の局在に大きな変化は見られなかったため，次に 2 つの PKP を同時にノ
ックアウトした細胞（DSC2/ΔDSC2ΔDSG2ΔPKP2ΔPKP3）の取得を試みた．ウエスタ
ンブロット法を用いて各 PKP の発現を確認したところ，いずれの PKP の発現も見られな
い細胞を取得することが出来た．また，この細胞における DSC2，DSP，PG 及び E-cad の
発現量に変化は見られなかった（図 18B）．得られた PKP ダブルノックアウト細胞のゲノ
ム配列を確認したところ，PKP2 では塩基の挿入，PKP3 では塩基の欠損がおこり，いずれ
も新たな終止コドンが導入されていることが確認できた（図 18C）．免疫染色法により DSC2
の局在を観察したところ，PKP ダブルノックアウト細胞では DSC2 は細胞間において線状
に局在するように変化し，班点状の局在を示さなくなった（図 18D）．また，もとの細胞で
班点状の局在をしていた DSP はほとんど細胞間に局在を示さなくなった．一方，PG や
E-cad の局在に大きな変化は見られなかった（図 18D）． 
 次に PKP ノックアウト細胞でみられた性質の変化が，PKP をノックアウトしたことによ
るものであることを確認するために，PKP2 及び PKP3 を再発現させ，変化した性質が回
復するかを確認した．PKP2 及び PKP3 を再発現させた細胞では DSC2 は再び班点状の局
在を示すようになった．また，この DSC2 は PKP ノックアウト前の細胞と同様に DSP と
の共局在を示した（図 19A, B）．以上の結果より，DSC2 がデスモソームを形成し，班点状
の局在を示すためには PKP との相互作用が重要であることが示唆された． 
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図 18. DLD-1 細胞における PKP2 及び PKP3 ノックアウト細胞の性質の検討  
（A）作製したヒト PKP2 及び(PKP3 を標的とした CRSIPR/Cas9 の概略図．共にエキソン 1 に存在する配列を認識するように設
計した．（B）ウエスタンブロット法を用いて PKP ノックアウト細胞における各タンパク質の発現の確認を行った．ノックアウト
を行った細胞では PKP2 及び PKP3 の発現は見られなくなった．また，他のデスモソーム構成タンパク質や E-cad の発現量に変
化は見られなかった．（C）CRISPR/Cas9 により導入させた遺伝子変異の解析結果を示す．PKP2 では遺伝子の挿入，PKP3 では
遺伝子の欠損がおこり，フレームシフトによる終止コドンが導入されていた．（D）免疫染色法により PKP ノックアウト細胞にお
ける各タンパク質の局在を観察した．ノックアウト細胞では PKP2 及び PKP3 の局在は見られなかった．また，DSC2 (HA) は本
来は班点状であった局在が線状の局在に変化していた．また， DSP はほとんど細胞間に局在しなくなった． PG 及び E-cad の
局在に大きな変化は見られなかった．スケールバー, 10 µm. 
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図 19. PKP2 及び PKP3 再発現細胞におけるデスモコリン-2 の局在の検討 
（A）ウエスタンブロット法を用いて各タンパク質の発現を検討した． PKP 再発現細胞では PKP2 及び PKP3 が発現しているこ
とが確認できた．（B）免疫染色法を用いて，各タンパク質の局在を観察した．再発現させた PKP2 及び PKP3 は細胞間に局在して
いた．また，DSC 2（HA）の班点状の局在が回復し，DSP と共局在を示した．スケールバー, 10 µm. 
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8 電子顕微鏡を用いたデスモソーム構造の検討 
 
 電子顕微鏡を用いた観察を行うことにより，DSC2 または DSC2(ΔCS1)発現細胞，PKP
ノックアウト細胞においてデスモソームが形成されているのかを形態的に観察した．DSC2
を再発現させた細胞（DSC2/ΔDSC2ΔDSG2）ではデスモソーム様の構造が観察され，デ
スモソームが形成していることが示された（図 20 a,b 矢じり）．一方，DSC2(ΔCS1)を発
現させた細胞（DSC2(ΔCS1)/ΔDSC2ΔDSG2）ではそのようなデスモソーム様の構造は見
られなかった．しかしながら，わずかに電子密度の高い構造が観察されたが，これがデス
モソームと関係のある構造体であるのかは不明である（図 20 c, d 矢印）．また，PKP2 及
び PKP3 をダブルでノックアウトした細胞（DSC2/ΔDSC2ΔDSG2ΔPKP2ΔPKP3）では
デスモソーム様の構造体は観察されなかった（図 20 e, f）．これらの結果は免疫染色法の結
果と一致していることから，免疫染色法でみられた班点状の局在はデスモソーム構造を示
していたと考えられる．以上のことから，DSC2 がデスモソームの構造を形成するためには
DSC2 の膜近傍の CS1 領域と PKP との相互作用が重要であることが示唆された． 
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図 20. 電子顕微鏡を用いた各細胞におけるデスモソームの観察 
電子顕微鏡を用いて細胞間におけるデスモソームの構造を検討した． DSC2 を再発現させた細胞（DSC2/ΔDSC2ΔDSG2）では
デスモソーム様の構造が形成されていた（a, b 矢じり）．一方，DSC2 (ΔCS1)を発現させた細胞（DSC2 (ΔCS1)/ΔDSC2ΔDSG2）
では DLD-1 細胞のようなデスモソーム様の構造は見られなかった．しかしながら，わずかに電子密度が高くなっている構造が観察
された（c, d 矢印）．また， PKP2 及び PKP3 をノックアウトした細胞（DSC2/ΔDSC2ΔΔDSG2ΔPKP2ΔPKP3）ではデスモ
ソームは観察されなかった (e, f)． 
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考察 
 
 
デスモソーム形成における DSC2 の CS1 領域の役割 
 
 DSC2 の CS1 領域は生物種間で高い保存性を示すことから，デスモソームの形成におい
て重要な働きを担っていると考えられていた．内在性のデスモソームが形成されている
HaCaT 細胞を用いて DSC2 の CS1 領域を欠損させた DSC2（ΔCS1）の性質を検討した
結果，DSC2（ΔCS1）は DSC2 のような班点状の局在を示さなくなり，DSP との相互作
用が失われていた（図 5C, 図 7）．また，DSC2 と比べて DSC2 (ΔCS1)は HaCaT 細胞に
おける可溶性が増加していたことから，デスモソームに取り込まれていないことが示唆さ
れた（図 6）．また，この DSC2 (ΔCS1）は PG との相互作用は維持していた（図 5D）．こ
のことから，DSC2 がデスモソームに取り込まれるためには，従来のデスモソームの構造モ
デルとして考えられていたデスモソームカドヘリン-PG-DSP-中間径フィラメント（IF）だ
けでなく，DSC2 の CS1 領域が関与する機構が必要である可能性が示唆された．またΔ
DSC2ΔDSG2 細胞を用いた実験においても同様に，DSC2（ΔCS1）は班点状の局在を示
さず，可溶性の増加が見られた（図 13B, D）．また，CS1 領域を E-cad の対応する領域と
置換したキメラ体や CS1 領域の 1 アミノ酸置換体も同様の性質を示した(図 14)．さらに，
電子顕微鏡を用いた観察では DSC2 (ΔCS1）発現細胞ではデスモソーム様の構造は形成さ
れず（図 20），細胞間接着活性も DLD-1 細胞や DSC2 発現細胞と比べて減尐していること
が観察された（図 13E）．このことから，DSC2 の CS1 領域は DSC2 がすでに形成されて
いるデスモソームに取り込まれるだけではなく，新しくデスモソームを形成する過程にお
いても重要な働きを担っていると考えられる．この膜近傍領域の重要性は他のデスモソー
ムカドヘリンでも示唆されている．コネキシン 32 と DSC1 とのキメラ体を用いた研究では
DSC2 の CS1 領域に対応する膜近傍の領域がデスモソームの裏打ちタンパク質との相互作
用に関与していることが示唆されている（37）．また，DSG3 の対応する領域は p120 と相
互作用し，DSG3 の細胞膜上における安定性を調節しているとこが報告されている（45）．
本研究でも CS1 領域に相互作用するタンパク質の候補として p120 を検討した．しかしな
がら，DSC2 と p120 との相互作用を示すデータを得ることは出来なかった．そこで，次の
DSC2 CS1 領域結合タンパク質の候補として過去の yeast two-hybrid やプルダウンアッセ
イ法を用いた研究により，デスモソームカドヘリンの細胞内領域に相互作用することが報
告されていた PKP との相互作用（16, 20）を検討することにした．免疫沈降法及び GST-
プルダウンアッセイを用いた実験によりDSC2のCS1 領域にPKP2 及びPKP3 相互作用し
ていることが示された(図 16, 17)．さらに，PKP2 及び PKP3 をノックアウトした細胞では
DSC2 は DSC2（ΔCS1）と同様の線状の局在を示すことが観察された（図 18）．これらの
ことから DSC2 の CS1 領域における PKP との相互作用はデスモソームの形成において重
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要な役割を担っていることが示唆された．PKP はこれまでの研究から，DSP のリン酸化を
調整することにより細胞膜への局在を促進すること（18, 62）や，デスモソームカドヘリン
の細胞膜への輸送などに関与することが報告されており（57），デスモソームの形成を調節
していることが示唆されている．また，PKPはデスモソームカドヘリン以外にもDSP，PG，
IF などと結合することが報告されている（16）ことから，PKP はデスモソームの形成にお
いて非常に多岐にわたって働いている可能性が考えられる．このことから，DSC2 の CS1
領域に結合した PKP がデスモソームの形成を誘導する機構の可能性の 1 つとして，CS1 領
域に結合した PKP は PG，DSP または IF に働きかけ，細胞膜上の DSC2 にそれらのタン
パク質を横断的に結び付け，デスモソームの班点状の構造形成を促進していることが考え
られる．しかしながら，どのように PKP が DSC2 の CS1 領域に作用し，デスモソームの
形成を引き起こすのか，その機構に関しては更なる研究が必要である． 
 また，斑点状の局在を示さず，線状の局在を示す DSC2 (ΔCS1）を発現させたΔDSC2
ΔDSG2 細胞は DSC2 を発現させた細胞と比べて，弱い細胞間接着活性を示した．このこ
とからデスモソームカドヘリンが細胞同士の強い接着を形成するためには，デスモソーム
カドヘリンがただ単に細胞間に局在するだけでなく，斑点状の構造体を作ることが重要で
あることが示唆された．過去の知見より，デスモソームにはカルシウム依存性とカルシウ
ムを除去しても構造が維持されるカルシウム非依存性の 2 の状態が存在しており，生体内
で形成されているデスモソームはカルシウム非依存性の状態であることが示唆されている
（63, 64）．デスモソームカドヘリンがこのような in vivo で報告されている強い接着を生み
出すデスモソームとして機能するためには，班点状の構造体を形成することが重要である
と考えられる．しかしながら，デスモソームが作る班点状の構造がどのようなものである
かはよく分かっていない．また，デスモソームが接着結合のような細胞を取り囲む線状の
構造体ではなく，あえて斑点状の構造体を形成する機能的な意義については未だ謎のまま
である． 
 
DSC2 または DSG2 の単独でのデスモソーム形成能 
 
 デスモソームカドヘリンはDSC及びDSGの 2つのサブファミリーから構成されている．
DSC と DSG がそれぞれホモで機能するのか，ヘテロで機能するのか，またそれぞれのデ
スモソームカドヘリンのデスモソーム形成における働きの違いについてはこれまでにもい
くつかの研究が行われてきた．DSC のノックダウン実験（46）及び DSG のノックアウト
実験（51）より，片方のデスモソームカドヘリンの発現が減尐または消失すると，デスモ
ソームの形成が損なわれることが報告されており，デスモソームの形成には両方のデスモ
ソームカドヘリンが必要であることが示唆されている．しかし一方，DSG だけでもデスモ
ソームの形成に十分であるという矛盾した報告もある（52）．また，デスモソームカドヘリ
ンの細胞外領域の結合を直接検討した研究においても，DSG はヘテロの結合のみを行うと
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いう報告がある一方，別の実験法を用いた研究ではホモの接着も示されるなど矛盾した結
果が報告されている（31, 48, 53,）．このように，デスモソームカドヘリンの接着形成の性
質に関しては未解明な部分が多い． 
 本研究で用いた DLD-1 細胞では DSC は DSC2，DSG は DSG2 のみがそれぞれ発現して
いる細胞である．この DLD-1 細胞において CRISPR/Cas9 システムを用いて DSC2 または
DSG2 またはその両方をダブルでノックアウトした細胞を取得することが出来た．DSG2
をノックアウトした DLD-1 細胞（ΔDSG2）では DSC2 は班点状の局在を示し，裏打ちタ
ンパク質である DSP も DLD-1 WT と同様に班点状の局在を示した（図 9D）．また，DSC2
ノックアウト細胞（ΔDSC2）でも同様に，DSG2 及び DSP は班点状の局在を示した（図
9D）．また，電子顕微鏡を用いてそれぞれの細胞を観察したところ，いずれももとの DLD-1
細胞と同様にデスモソームの構造が形成されていることが観察された（図 10）．これらのこ
とから，DSC2 と DSG2 は単独でデスモソームを形成できることが示唆された．この結果
は，報告されている DSC のノックダウンまたは DSG のノックアウトの研究の結果とは矛
盾している（46,51）．また，最近報告された DSC はデスモソームの形成に必須だが，DSG
はデスモソームの成熟には関与しているがデスモソームの形成に必須ではないという報告
とも完全には一致しない（32）．このような違いが生じる原因の 1 つとしてデスモソームの
構造の多様性が考えられる．デスモソームカドヘリンや PKP は複数のアイソフォームが存
在しており，デスモソームが形成される組織や器官によってそれぞれのアイソフォームが
特異的に発現している（5,9）．また，表皮においても，デスモソームが形成される層により，
発現するデスモソームカドヘリンや PKP が異なることが知られている（33,35）．このこと
から，デスモソームという構造は単一の構造でないと推察される．このため，実験に用い
た細胞などの違いにより，研究結果に違いが生じるのではないかと考えられる．本実験で
は DSC2 または DSG2 は単独でデスモソームを形成できたことから，DSC と DSG は本来
的には各々単独でデスモソームを形成できる能力を有していると考えられる． 
 
デスモソームカドヘリンダブルノックアウト細胞の性質 
 
 ウエスタンブロット法及び免疫染色法により，取得したΔDSC2ΔDSG2 細胞ではタンパ
ク質レベルでも DSC2 及び DSG2 が発現していないことが確認できた（図 9B, D）．この細
胞ではデスモソーム構成タンパク質の発現量にほとんど変化は見られなかった（図 11A）．
しかし DSP の細胞間における班点状の局在は大幅に減尐しており，また電子顕微鏡を用い
た観察でもデスモソームの構造は確認されなかった（図 10）．このことから，ΔDSC2Δ
DSG2 細胞は DSC2 及び DSG2 をノックアウトしたことによりデスモソームが形成されて
いないと考えられる． 
 上皮組織ではデスモソーム以外に密着結合や接着結合が形成されている．過去の研究か
ら，デスモソームや密着結合の形成には接着結合の形成が必要であることが示唆されてい
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る（54-56）．当研究室でも DLD-1 細胞における E-cad を CRISPR/Cas9 を用いてノックア
ウトした細胞を取得し，その性質の検討を行った．その結果，E-cad ノックアウト細胞では
デスモソームや密着結合の形成に異常が見られたことから，デスモソームや密着結合の形
成に接着結合が関与していることが示唆された（研究業績 主要論文 2）．一方，デスモソー
ムが接着結合や密着結合の形成に関与しているという報告はあまりみられない．しかしな
がら，DSP ノックアウトマウスでは接着結合の形成に異常が生じるという報告もあること
から（23），一部の組織や器官においてデスモソームの形成が接着結合の形成に影響を与え
ている可能性も否定できない．今回取得したΔDSC2ΔDSG2 細胞では細胞形態に大きな変
化は見られず，また接着結合や密着結合の構成タンパク質の発現量にも変化は観察されな
かった．また，免疫染色法により接着結合の構成タンパク質である E-cad，密着結合の構成
タンパク質である ZO-1 の局在を観察したところ，いずれももとの DLD-1 細胞と比べて大
きな変化は見られなかった（図 11E）．これより DLD-1 細胞ではデスモソームの形成は接
着結合や密着結合の形成には影響を与えていないと考えられた．これらのことから，デス
モソームは今回用いた DLD-1 細胞においていえば，細胞形態や接着結合や密着結合の形成
には関与せず，細胞間接着の強化のみに働いていると推察できる． 
DSP はデスモソーム特異的に発現しているタンパク質であると考えられていたため，デ
スモソームの形成のマーカータンパク質として用いられている（22, 57）．DSP は本来，膜
貫通タンパク質であるデスモソームカドヘリンと PG を介して結合するとこにより，細胞膜
上に局在していると考えられている．そのため，今回のΔDSC2ΔDSG2 細胞は DLD-1 細
胞で発現しているデスモソームカドヘリンの DSC2 及び DSG2 を共にノックアウトした細
胞であるため，DSP は細胞間において局在しないと予測していた．しかしながら，ΔDSC2
ΔDSG2 細胞ではわずかではあるが，細胞間における DSP の局在が残っているのが観察さ
れた（図 9D）．過去の研究より，デスモソームカドヘリンの 1 つのアイソフォームの発現
の変化は他のデスモソームカドヘリンの発現に影響を与えるという報告がある（44, 58）．
そのため，RT-PCR 法によりΔDSC2ΔDSG2 細胞におけるすべてのデスモソームカドヘリ
ンのアイソフォームの発現の確認を行ったが，いずれのデスモソームカドヘリンの発現も
見られないままであった（図 11B）．この結果と電子顕微鏡による観察においてデスモソー
ムの構造が観察されなかったという結果から，ΔDSC2ΔDSG2 細胞でみられた細胞間にお
ける DSP の弱い局在はデスモソームとは関係のないものであると考えられる．最近の報告
では内皮細胞において DSP は VE-カドヘリン (VE-cad)とも間接的に相互作用しているこ
とが示唆されている（59, 60）．DLD-1 細胞では VE-cad は発現していないが，DSP がデス
モソームカドヘリン以外の他のカドヘリンと相互作用している可能性も考えられる．この
ことから，DSP はこれまでデスモソームのマーカータンパク質として用いられてきたが，
DSP の局在がすなわちデスモソームであると断言することは考え直す必要がある． 
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CRISPR/Cas9 システムを用いたデスモソーム構成タンパク質のノックアウト 
 
 遺伝子ノックアウトは特定の分子の機能を解析する遺伝子研究において必須の手法であ
る．しかしながら，従来の遺伝子ノックアウトは多くの時間と手間を要することや，使用
できる生物種や細胞種が限られるなどの問題点を有していた．また，遺伝子ノックアウト
より比較的短時間で容易に実験が行えることから，RNAi やモルフォルノアンチセンスオリ
ゴを用いたノックダウン実験も行われている．しかしながら，ノックダウン実験は遺伝子
の発現を完全に破壊する方法ではないため，表現型に目的の分子の機能が完全に反映され
ているとは断言できない．デスモソームの研究においても，これまでに複数のノックダウ
ン実験が行われてきたが（46-48），デスモソームの形成や接着活性を検討する上で上記の
ような問題を抱えていた． 
 そのような問題を解決するため，今回の研究では近年急速に進歩してきた遺伝子編集技
術である CRISPR/Cas9 システムを用いることにより，デスモソーム構成タンパク質のノッ
クアウト細胞の取得を試みた．その結果，標的遺伝子に欠損や挿入などの変異が引き起こ
され，開始コドンの消失や新たな終止コドンの導入が生じたノックアウト細胞を取得する
ことが出来た（図 9C，図 17C）．これらの細胞はウエスタンブロット法や免疫染色法など
により，タンパク質レベルでも目的のタンパク質が発現していないことが確認できた（図
9B,D，図 17B,D）．CRISPR/Cas9 システムの問題点として TALEN などを用いたノックア
ウトと比べてオフターゲット効果が高いことが知られている（49, 50）．また，分化した細
胞において重要な遺伝子のノックアウトを行うと，もとの細胞の性質が変化してしまう可
能性も考えられる．しかしながら，本研究では次のような理由からそのような問題はほと
んど生じていないと考えられる．まず今回の実験では 1 つの標的遺伝子に対して 2 つ以上
の CRIRPR/Cas9 の標的配列を用いており，異なる標的配列を用いて得られたノックアウ
ト細胞は同じ性質を示したことがあげられる．また，ΔDSC2ΔDSG2 細胞は DLD-1 細胞
と同様の形態を示しており（図 11C），DLD-1 細胞本来の上皮性の性質は維持されているこ
と考えられた．さらに，各ノックアウト細胞に標的遺伝子を再発現させると，ノックアウ
ト細胞で観察された表現型が回復したことからも（図 11，図 18），ノックアウト細胞でみ
られた性質の変化はオフターゲットによるものではなく，CRISPR/Cas9 による標的遺伝子
のノックアウトによるものであると考えられる．以上の事より，今回の研究で示されたノ
ックアウト細胞の性質は標的とした遺伝子の機能を反映した性質であり，CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いた遺伝子改変技術はデスモソームの研究において有用であると考えられた． 
 
 本研究では DSC2 及び DSG2 はそれぞれ単独でデスモソームを形成できることが示唆さ
れた．また，DSC2 がデスモソームを形成し，強い接着を担うためには DSC2 の CS1 領域
による PKP との相互作用が必要であることが示唆された．今回の研究ではこのようなデス
モソーム形成機構の一端を明らかにすることができたと考えられる．しかしながら，デス
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モソームの構造は非常に複雑であり，また多様であると考えられるため，今後更なる研究
が必要であると考えられる． 
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